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RESUMO

CABRAL, Milena Santana. Especificidade de anticorpos antimusculo liso em
portadores de hepatite cronica pelo virus C. 61f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Farmacia, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2011.

A infegéo crénica pelo VHC tem como principal caracteristica a associagéo com
diversas manifestagcdes autoimunes. Dentre estas, a aumentada expressdo de
autoanticorpos néao-6rgao especificos, como os anticorpos antimusculo liso, com
possivel importancia na patogénese da doenga. Objetivos: (1) Determinar a
prevaléncia de anticorpos antimusculo liso e sua distribuicdo conforme o género em
portadores de HCC; (2) caracterizar a reatividade sorologica dos anticorpos antimusculo
liso usando como referéncia os padrdes de fluorescéncia previamente determinados; (3)
estabelecer as associacdes entre a reatividade soroldgica dos anticorpos antimusculo
liso com os dados clinicos e laboratoriais dos portadores de hepatite C; (4) caracterizar
imunoquimicamente os anticorpos frente a antigenos purificados. Pacientes: Foram
avaliados 100 portadores de HCC, sem tratamento antiviral prévio, com diagndstico
clinico, soroldgico, virolégico, e histopatologico, acompanhados no C-HUPES.
Métodos: Anticorpos antimusculo liso e antinicleo foram pesquisados por
imunofluorescéncia indireta e a especificidade imunoquimica investigada através de
imunoblot. Dosagens de fator reumatoide, haptoglobina e IgG foram realizadas por
nefelometria. Crioglobulinas foram determinadas por crioprecipitacdo em tubo e por gel-
difusdo e a ALT por método cinético. Os dados de gendtipo e histopatologico foram
obtidos dos prontuarios. Resultados: Anticorpos antimusculo liso foram detectados em
21% dos pacientes (55 homens, 45 mulheres), sendo o padréo de fluorescéncia AML-v
o mais frequentemente observado (81%). A associagéo de padrdes mais prevalente foi
AML-v e AML-m (71%). A maioria dos titulos dos autoanticorpos foi baixa, com apenas
quatro amostras apresentando titulos superiores a 1/40. Apenas uma amostra
apresentou padrao glomerular com titulo maior que 1/40, e n&o foi encontrado padréo
tubular. Das trés proteinas associadas aos AML, os portadores de HCC com AML
positivos apresentaram maior frequéncia de reatividade para a actina-F, ocorrendo em
29% das amostras. A associacao entre os AML e este antigeno alvo foi significante
(P=0,005). N&o houve associacao estatisticamente significante entre os antigenos
desmina e miosina, com os AML, e a prevaléncia de reatividade para esses antigenos
foi inferior. Com o uso do imunoblot comercial, foi encontrada a presengca do
autoanticorpo anti-LC1 em 52% das amostras positivas para AML e em 15% das
amostras negativas para esse mesmo anticorpo. Foi encontrada também a presenga do
anti-SLA/LP em 14% das amostras positivas para AML e em 8% das amostras que nao
apresentavam este autoanticorpo. Os anticorpos AMA-M2 e anti-LKM1 n&o foram
encontrados em nenhum dos grupos avaliados. Conclusées: Uma prevaléncia de 21%
para AML foi encontrada neste estudo, com uma relagdo homem/mulher de 1,1/1. A
presenca de AML ndo foi associada a qualquer dos dados demograficos, clinicos e
laboratoriais deste grupo de portadores de HCC, nem associada a lesdo tecidual.
Determinar os padrdes de fluorescéncia e titulo das amostras é relevante na deteccéo
dos AML. Apenas a minoria dos AML de portadores de HCC reconhecem as proteinas
actina-F, desmina e miosina. Foi documentado elevada expressao de anticorpos anti-
LC1 neste grupo de portadores de HCC.

Palavras-Chave: anticorpos em HCC, imunofluorescéncia para AML, anticorpos
anti-actina.



ABSTRACT

CABRAL, Milena Santana. Smooth muscle antibodies specificities in chronic
hepatitis C virus carriers. 61f. Master Dissertation — Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2011.

The main characteristic in HCV chronic infection is the association with various
autoimmune manifestations. Among them, the increased expression of non-organ
specific autoantibodies, such smooth muscle antibody, which possible role in HCV
pathogenesis. Objectives: (1) Determine the prevalence of smooth muscle
antibodies and their distribution according gender in patients with chronic hepatitis C;
(2) characterize the serological reactivity of these autoantibodies in accordance with
predetermined patterns of fluorescence; (3) establish associations between serologic
reactivity of them with clinical and laboratory data from these patients; (4)
characterize the antibodies immunochemically with purified antigens. Patients: 100
HCYV carriers before treatment had been evaluated, with previous clinical, serological,
virological and histopathological diagnosis, from C-HUPES. Methods: Smooth
muscle and antinuclear antibodies were performed by indirect immunofluorescence
and immunochemical reactivity was determined by immunoblot. Rheumatoid factor,
haptoglobin and IgG were quantified by nephelometry. Cryoglobulins were
determined by cryoprecipitation in tube and gel-diffusion and the determination of
ALT by UV Kkinetics. Genotype and histophatological data were obtained from
medical records. Results: 21% of HCV carriers presented anti-smooth muscle
antibodies (55 men, 45 women); with the AML-v pattern the most found (81%). Also,
the AML-v and AML-m patterns were the association more prevalent (71%). The titles
of most autoantibodies were low, but four samples showed titles above 1/40. Only
one sample showed glomeruli pattern with titles greater than 1/40, and no tubular
pattern was found. In the imunoblot, the HCV carriers AML positive presented a
major reactivity for F-actin (29%), which association with these autoantibody was
significant (P=0.005). There was no association between AML with desmin and
myosin, which reactivities of the AML to these proteins were low. Autoantibodies anti-
LC1 was found in 52% of samples AML positive and in 15% of samples AML
negative. It was also found the presence of anti-SLA/LP in 14% of positive samples
for AML and in 8% of the negative samples. AMA-M2 antibodies and anti-LKM1 were
not found in any of these groups. Conclusions: This study found an AML prevalence
of 21%, with 1.1/1 men/women relation. The AML presence was not associated with
any of the demographic, clinical and laboratory data from the HCV carries evaluated
or associated with tissue lesion. Determine fluorescence patterns and sample titles
are relevant to detect these antibodies. Only the minority of the AML from HCV
carriers evaluated recognized the proteins F-actin, desmin and myosin. High
expression of anti-LC1 antibodies were found in these HCV carries.

Keywords: HCV antibodies, anti-smooth muscle, fluorescence pattern, F-actina.
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1. INTRODUGAO

A infeccéo pelo virus da hepatite C (VHC) é, atualmente, um grande problema
de saude no mundo, sendo uma das principais causas de doenca do figado e
indicacdes de transplantes, mesmo com todo o advento das eficientes terapias que
hoje se encontram disponiveis (GUIDO et al., 2011). De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), mais de 3% da populacdo mundial, o que equivale a mais
de 170 milhdes de pessoas, estdo infectadas cronicamente por este virus, sendo
que esta forma da doencga propicia um maior risco de morte, em relagédo a sua forma
aguda (THOMSON; FINCH, 2005; GATSELIS et al., 2006; ZEREMSKI et al., 2007;
OMLAND et al., 2010).

A hepatite C crénica (HCC) € endémica na maior parte do mundo, entretanto,
existem consideraveis variagbes temporais e geograficas na incidéncia e prevaléncia
da infeccao (THOMSON; FINCH, 2005). De acordo com a OMS, em lugares como a
Africa e sudeste da Asia, a prevaléncia de hepatite C é maior que 2%, com o Egito
apresentando uma prevaléncia maior que 25% (RAMOS-CASALS et al., 2005;
THOMSON; FINCH, 2005; LEPE et al., 2006).

Nos Estados Unidos da América (EUA) e na maior parte da Europa, essa
prevaléncia € menor que 2%, havendo, no entanto, mais de trés milhdes de
americanos cronicamente infectados. Na Australia, Canada e nordeste da Europa,
essa prevaléncia € menor que 1%, demonstrando que a maior parte dos casos de
infeccdo por esse virus ocorre em populagbes de paises menos desenvolvidos,
sendo que, aqueles que estdo infectados nas localidades de baixa prevaléncia,
provavelmente sao imigrantes e nao nascidos nessas regides (CRAXI et al., 2008;
MANN et al., 2008).

O estudo realizado por Mann et al. (2008), demonstrou que € a minoria étnica
nas regides de baixa prevaléncia que apresenta uma maior taxa de infeccdo e que
esses individuos tém maior risco de consequéncias graves, em relagéo aos individuos
nascidos em paises desenvolvidos. Um estudo anterior realizado por Lepe et al.
(2006), demonstrou também que a duracado estimada da infecgéo e a histéria de uso
de alcool foram similares entre diversos grupos étnicos, sugerindo que fatores

relacionados a raga podem influenciar a historia natural da hepatite C. Sabendo-se
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dessa diversidade, torna-se cada vez mais evidente que algumas caracteristicas da
infecg¢éo pelo virus C variam de acordo com a raga/etinicidade do individuo e, devido a
isso, as diferengas entre brancos, africanos e hispanicos tém recebido bastante
atencéao por parte dos centros de estudos. Além da raga, a prevaléncia da hepatite C
tem sido relacionada a idade, sendo que criangas e adolescentes tém exibido taxas
muito baixas da infec¢éo (0,4%) (GUIDO et al., 2011).

Dentre os individuos que sdo expostos ao virus, a maioria (50-80%)
desenvolve infecgdo cronica, resultando em hepatite crénica que pode levar a
cirrose e/ou carcinoma hepatocelular, enquanto que a fase aguda é frequentemente
subclinica. Entretanto, a gravidade da inflamacao crénica e a taxa de progresséo da
doenca do figado variam, consideravelmente, onde 20-33% dos portadores crénicos
progridem para cirrose depois de 20 a 30 anos e, recentes estudos mostram que ha
uma maior taxa de mortalidade entre portadores da infec¢do do virus C, em relagéo
a populacdo em geral (ZEREMSKI et al., 2007; FARQUHAR; MCKEATING, 2008;
OMLAND et al., 2010).

Desde 1990, a incidéncia de casos novos de hepatite C reduziu drasticamente
devido ao efetivo controle sorolégico realizado nos bancos de sangue. No entanto,
embora tenha ocorrido essa reducgao, a lenta progressdo da doenca faz prever que
nos proximos anos, havera ainda um significativo aumento no diagnostico de
pacientes com a infeccao cronica pelo virus C (HOOFNAGLE, 1997; LAUER;
WALKER, 2001).

1.1.0 VIRUS E SUA TRANSMISSAO

O virus da hepatite C € um virus linear, com RNA de fita simples do género
Hepacivirus, pertencente a familia Flaviviridae, sendo identificado em 1989, e
considerado o principal agente causador das hepatites denominadas até entédo de
nao-A/ndo-B (RAMOS-CASALS et al., 2005; DUSTIN; RICE, 2007). O VHC, por ser
um virus RNA, ndo necessita integrar-se ao DNA do hospedeiro para replicagéo,

além de ser altamente mutante, o que resulta em formidavel evasao da resposta
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imune e em baixa meméria para produgédo de anticorpos, em casos de reinfeccao
(STAUB, 1998; BRANDAO et al., 2001).

Devido a sua instabilidade genética, durante a replicacédo viral, o VHC
constitui-se em uma familia heterogénea do virus, possuindo onze gendétipos, com
seis sendo os principais, de patogenicidade semelhante, e dezenas de subtipos que
diferem ndo sé na distribuicdo geografica, mas também, na resposta a terapia
antiviral (DUSTIN; RICE, 2007; VISWANATHA; DOGAN, 2007; GUIDO et al., 2011).
Essa variabilidade genética do virus implica na sua habilidade de sobreviver a agao
do sistema imunolégico do hospedeiro, favorecendo as altas taxas de cronicidade
dessa infecgdo, além da possibilidade de reinfecgédo por subtipos diferentes em um
mesmo individuo (HOOFNAGLE, 1997; LAUER; WALKER, 2001).

No Brasil, em relacdo a esta heterogeneidade, prevalecem em ordem
decrescente de importancia os gendtipos 1, 3 e 2, sendo o gendtipo 1 mais
resistente ao tratamento, principalmente em afrodescendentes, em detrimento de
individuos caucasianos (FOCACCIA et al., 2004; THOMSON; FINCH, 2005; LEPE et
a., 2006). O VHC, no entanto ndo é um virus completamente citopatico e, devido a
isso, as reac¢des imunes tém um papel central no desenvolvimento da hepatite
crbnica. A falta de uma resposta efetiva das células TH1 e citotdxicas contra o virus,
e o fato de este ser capaz de evadir dessa resposta, por causa dessa variabilidade
genética, leva a cronicidade como uma caracteristica importante dessa infecgao
(TAKAKI et al., 2010).

Quanto a transmissao, esta ocorre basicamente de forma parenteral, tendo
como exemplo as transfusdes sanguineas e uso de hemoderivados. No entanto, o
uso de drogas intravenosas, agulhas de acupuntura, tatuagens e, como alguns
trabalhos relatam, em menor escala, a via sexual, sdo as formas de contagio mais
atuais (STAUB, 1998; THOMSON; FINCH, 2005).
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1.2.A INFECGAO E SUAS CARACTERISTICAS

A hepatite C crénica vem emergindo, progressivamente e de forma insidiosa,
como uma doenga comum que acomete principalmente individuos adultos, com
idade entre 30-49 anos, o que significa que a transmissdo ocorreu em um passado
recente. O periodo de incubagédo ap6s a infeccao é, em média, de 50 dias, sendo
raramente relatadas manifestacdes clinicas de doenga aguda, enquanto que a
elevacdo das enzimas hepaticas ocorre em, aproximadamente, metade dos
individuos infectados pelo virus (STAUB, 1998; RAMOS-CASALS et al., 2003;
THOMSON; FINCH, 2005).

A doenga crbnica também esta frequentemente associada a varias
manifestagcbes extra-hepaticas, perfazendo cerca de mais de 30 dessas
manifestacbes (RAMOS-CASALS et al., 2003; THOMSON; FINCH, 2005). A primeira
associagao, da infecgédo crénica pelo VHC, com essas manifestagdes foi sugerida
por Pascual et al (1990), quando foi relatado o achado de crioglobulinemia mista em
dois portadores de hepatite C (FERRI et al., 2002; GALOSSI et al., 2007). Hoje ja se
sabe, de forma inequivoca, que esta é uma das manifestagbes que esta estritamente
relacionada com a infecgdo pelo virus C, onde mais de 40% dos individuos
infectados tém a presenca de crioglobulinas no sangue periférico (THOMSON;
FINCH, 2005).

De acordo com diferentes estudos, 40 a 74% dos individuos infectados podem
desenvolver ao menos uma manifestacéo extra-hepatica, durante o curso da doenca,
sendo que essas manifestacdes podem ser o primeiro sinal da mesma, ja que a
maioria desses individuos nao apresenta sintomas hepaticos. Além disso, tecidos
extra-hepaticos infectados podem atuar como reservatério para o virus e ter um papel
importante tanto na persisténcia da infeccdo quanto na sua reativagdo. Isso ocorre
porque o virus replica e expressa suas proteinas nesses tecidos, contribuindo para o
aparecimento da manifestacdo extra-hepatica associada a infeccédo pelo VHC
(GALOSSI et al., 2007).

Dentre as diversas manifestacbes descritas, tém-se numerosas alteracdes
imunoldgicas como: a presenca de complexos imunes circulantes, manifestacdes

autoimunes como o lupus eritematoso sistémico (LES), artrite reumatoide, tireoidite
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autoimune, anemia hemolitica autoimune, desordens linfoproliferativas e a producgéo

de autoanticorpos nao-érgéo especificos (CAULA et al., 2008).

A relevancia clinica destes fenbmenos € extremamente variavel, indo desde
caracteristicas subclinicas a anomalias laboratoriais com ostensivas manifestacoes
clinicas que podem ser graves em alguns pacientes (RAMOS-CASALS et al., 2003).
Devido a isso, as manifestacbes extra-hepaticas na hepatite C cronica ocupam
posicdo de destaque dentre as peculiaridades dessa infecgdo, principalmente
porque a sua patogénese ainda nao € devidamente elucidada e também, pelo fato
de ser uma doencga de carater multissistémico, que envolve uma resposta complexa
do sistema imune do hospedeiro (FERRI et al., 2007; LANDAU et al., 2007).

1.3.MANIFESTACOES EXTRA-HEPATICAS: PRODUGAO DE
AUTOANTICORPOS

Entre as varias caracteristicas, o virus da hepatite C tem a propensao de
induzir reagbes autoimunes, especificas e ndo-6rgao especificas, estando associado
a uma ampla gama de manifestacées e/ou anormalidades autoimunes, incluindo a
aumentada expresséo de autoanticorpos ndo-6rgéo-especificos (NOSA) (CASSANI
et al., 1997; AKASHI et al., 2002; MURATORI et al., 2003; GATSELIS et al., 2006;
WILLIAMS et al., 2009).

Um estudo realizado no Estado da Bahia-Brasil demonstrou que uma das
principais manifestacbes extra-hepaticas que evidenciam a autoimunidade, na
hepatite C, € a produgdo de autoanticorpos, sendo esta encontrada em alta
prevaléncia atingindo cerca de 80% dos portadores de HCC (SOUSA-ATTA et al.,
2006). Ainda nao é claro se estes autoanticorpos sdo uma consequéncia ou causa
de dano hepatocelular, ou se sdo independentes dos efeitos do virus no figado
(WILLIAMS et al.,, 2009), mas o que se sabe é que este virus aparenta ser
fortemente autoimunogénico, visto que numerosos autoanticorpos tém sido
detectados em portadores do virus C (CHRETIEN et al., 2009).
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Os mecanismos envolvidos nessa desregulacdo autoimune nao estéo
totalmente esclarecidos, podendo estar relacionado a natureza linfotropica do virus
(BELL et al., 1999) e ao mimetismo molecular entre suas poliproteinas proprias e
antigenos do hospedeiro, levando a uma reatividade cruzada imunolégica e a
emergéncia de autoimunidade, além do individuo ser geneticamente susceptivel
(dependéncia do haplétipo do antigeno leucocitario humano - HLA), sendo dessa
forma, mecanismos que dependem de fatores do virus e do hospedeiro
(GREGORIO et al., 2003; CAULA et al., 2008; HIMOTO; NISHIOKA, 2008).

O linfotropismo se deve a glicoproteina E2 do envelope do virus C, que se
liga aos receptores CD81, proteinas da familia das tetraspaninas, presentes nos
linfécitos B, promovendo a proliferacdo e expanséo clonal dessas células, além
de diminuir seu limiar de ativacdo, evocando dessa forma um potencial
mecanismo patogénico que contribui para o aparecimento dos autoanticorpos
nao-o6rgao-especificos na hepatite viral C crénica (LEVY et al., 1998; MURATORI
et al., 2003; STROFFOLINI et al., 2004; THOMSON; FINCH, 2005; CONCA;
TARANTINO, 2009).

Além disso, alguns estudos tém mostrado que a deteccdo dos NOSAs
correlaciona-se com o aumento significativo dos niveis séricos da enzima alanina
aminotransferase (ALT) e alta atividade histolégica (fibrose), além de predizer uma
resposta desfavoravel ao tratamento com antivirais; no entanto, ainda existem
muitas controvérsias a respeito deste envolvimento dos anticorpos com a
patogénese da hepatite C (STROFFOLINI et al., 2004; GATSELIS et al., 2005;
GEHRING et al., 2006).

1.4.ANTICORPOS ANTIMUSCULO LISO

Dentre os autoanticorpos produzidos durante essa infec¢do, os anticorpos
antimusculo liso (AML) tém sido os mais frequentemente detectados na hepatite C,

mostrado por varios estudos, com frequéncias variando de 10% a 66% dos casos de
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doenga (CLIFFORD et al.,, 1995; BELL et al., 1999; BOGDANOS et al., 2005;
CHRETIEN et al., 2009; WILLIAMS et al., 2009).

Em relacdo a génese destes autoanticorpos, o grupo de Gregorio et al (2003)
confirmou a hipotese do mimetismo molecular como mecanismo fortemente
associado a gerag¢ao do AML. O fato de poliproteinas do virus da hepatite C dividir
sequéncias homdlogas com proteinas do hospedeiro, as quais sao antigenos alvo
deste autoanticorpo, propiciou o conhecimento sobre o papel da sua resposta, a
infeccao pelo VHC, como fator preponderante na sintese deste autoanticorpo. Dessa
forma, no momento em que o individuo se infecta com o virus, ele desencadeia uma
resposta imunoldgica contra ele e contra antigenos proprios, sendo assim o

desenvolvimento do AML faz parte do curso natural dessa doencga.

Os AML foram inicialmente detectados em amostras de soros de pacientes
com doencgas do figado por Johnson et al. em 1965 (BOGDANOS et al., 2008). Essa
descoberta se deu através do uso de reagbes de imunofluorescéncia indireta em
secoes de estbmago de roedores, como antigeno, com amostras de portadores de
hepatite autoimune (MARTINEZ-NEIRA et al., 2008) e confirmados posteriormente
por Whittingham et al. em 1966 (BOGDANOS et al., 2008).

Apdbs a descoberta destes autoanticorpos, ndo s6 em doencas hepaticas, mas
também em aproximadamente 12% de individuos saudaveis, em baixos titulos, a
presenca de AML foi também demonstrada, como um fenémeno temporario, em
cerca de 80% de pacientes com infec¢des virais, especialmente hepatite infecciosa,
além de outras infecgbes e doencas malignas, ndo necessariamente envolvendo o
figado (BOTAZZO et al., 1976; SILVESTRINI, BENSON, 2001).

A nomenclatura desses anticorpos deve-se a ligagdo a antigenos presentes
nas células musculares lisas, principalmente em componentes do citoesqueleto,
como a proteina actina, além de outros tecidos ndo musculares que, no entanto,

tenham caracteristicas semelhantes aos tecidos de musculatura lisa.

Isso pdde ser evidenciado com o trabalho de Gabbiani et al., em 1973, onde
foi identificado a especificidade dos AML para a proteina actina, ndo apenas em
células musculares lisas, mas também em outros tipos celulares. Dentre estes, tem-
se como exemplos utilizados por esses autores: as plaquetas, que contém uma

proteina semelhante a proteina contratil actina; células mesangiais dos glomérulos,
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que contém microfilamentos; e hepatécitos, onde pbéde ser comprovado que na
hepatite agressiva crdnica, estas células liberavam as proteinas actina para o meio
extracelular, levando a producgéo de anticorpos especificos para este componente,
entre outras células. Foi dessa forma, que a identidade dos AML como um anticorpo
“anti-actina” foi determinada, e muitos outros estudos foram sendo realizados para
identificar outras especificidades dos AML (GABBIANI et al., 1973).

Com os crescentes avangos em relacdo aos conhecimentos sobre estes
autoanticorpos, fez-se necessario uma classificacdo para os mesmos, ja que, ao
observar a presenca deles através das reacgdes de imunofluorescéncia indireta,
usando cortes de tecido de rim de rato como substrato antigénico, notou-se que
havia uma nitida diferenca nos padrdes de fluorescéncia, ou seja, na reatividade dos

autoanticorpos para diferentes antigenos.

Foi em um estudo realizado por Bottazzo et al. em 1976, que documentou-se
a diferenca existente entre estes padrdes, classificando-os de trés formas: padrao de
musculo liso englobando vaso (AML-v), onde a fluorescéncia era visualizada na
musculatura lisa das paredes dos vasos sanguineos, e envolvendo também a
camada muscular da mucosa (AML-m) e fibras interglandulares (AML-f), a depender
dos substratos antigénicos utilizados; padrao glomerular (AML-g), corando as células
mesangiais dos glomérulos e paredes dos vasos; e padrao tubular (AML-t) corando
fibrilas intracelulares das células tubulares renais, membranas basais tubulares e
glomerulares e areas peritubulares (BOTTAZZO et al., 1976; BRADWELL et al.,
1997). Foi observado também, coloragdo em volta dos hepatécitos onde uma
fluorescéncia de fibrilas no citoplasma de células hepaticas foi detectada, sendo este
padrdo denominado de poligonal ou bile-canalicular (FARROW et al., 1971;
BOTTAZZO et al., 1976).

Com a determinacdo dos padrdes de AML ja devidamente conhecidos, e
sabendo-se que a actina era até entdo, o antigeno alvo destes anticorpos, surgiram
novos estudos no sentido de associar esses padroes de fluorescéncia com a

especificidade do anticorpo.

O que comecgou a ser demonstrado foi que a reatividade de muitos anticorpos
AML-t e AML-g era neutralizada pela actina, enquanto que no AML-v ndo era.
Tornou-se evidente entdo, que os AML podiam ser especificos tanto para actina

quanto para proteinas “ndo-actina”. Essa estratificacdo da reatividade péde entao
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refletir diferentes especificidades dos anticorpos que poderia apresentar diferentes
conotagdes diagnosticas (MARTINEZ-NEIRA et al., 2008).

A partir de entdo, novos estudos foram sendo realizados, que culminaram
com a deteccdo e subsequente descricdo de um novo tipo de AML, o qual
reconhecia filamentos citoplasmaticos de diametro intermediario, e néo sbé
microfilamentos de actina. Portanto, novos componentes antigénicos foram sendo
identificados, dentro do citoesqueleto celular e do sistema de fibras
citoplasmaticas, envolvidos com a ligacdo dos AML. Estes componentes foram
divididos em trés tipos: microtubulos (tubulina), filamentos intermediarios
(vimentina e desmina) e microfilamentos, sendo que estes ultimos incluem os

microfilamentos de actina e outros, como a miosina e vinculina.

Assim, a reacao de imunofluorescéncia indireta para pesquisa dos AML ficou
conhecida por detectar uma gama de anticorpos para autoantigenos celulares, no
citoesqueleto de células musculares lisas e entre outros tipos celulares
(SILVESTRINI, BENSON, 2001; SOARES et al., 2009).

Visto que ja se havia reconhecido algumas moléculas para as quais os AML
eram dirigidos, e sabendo-se da existéncia de alguns padrdes de coloragao tecidual
produzidos por estes anticorpos, novos estudos puderam evidenciar que a presenca
destes diferenciava-se, de acordo com os padrdes, nos diferentes tipos de doencas:
em pacientes com hepatite autoimune (HAI), até entdo chamada de hepatite crénica
ativa, os padrbes de fluorescéncia mais frequentemente observados eram os
padrées glomerulares e tubulares (onde o AML se direcionava, especificamente,
para moléculas de actina) sendo os padrdes vasculares mais prevalentes em
hepatites de origem viral (BOTTAZZO et al.,, 1976; TOH, 1979; SILVESTRINI;
BENSON, 2001; SOARES et al., 2009).

Nao obstante, trabalhos posteriores vieram a pesquisar estes padrdoes de
fluorescéncia, sendo confirmada a participacdo destes padrbes de coloragao
imunohistoquimicos, de forma diferenciada, para os dois grupos de hepatites
(BOGDANOS et al., 2008; MAKARITSIS et al., 2009; PAN; CRIPPIN, 2010). Ou seja,
AML com padrdes de fluorescéncia para tubulos e glomérulos, sendo associado a
anticorpos “anti-actina”, foram considerados especificos para hepatite autoimune do
tipo | (HAI-1), sendo utilizado como marcador altamente especifico para o

diagnostico dessa doenga. No entanto, anticorpos anti-actina-F (hoje ja assim
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determinada, devida a sua forma filamentar, ap6s polimerizagdo da sua forma
globular) geralmente estdo presentes em pacientes com hepatite autoimune que
apresentam altos titulos de AML, podendo, contudo, estar presentes mesmo quando
os titulos destes forem baixos (inferiores a 1/40) (CZAJA, 2008).

Ainda assim, 20% a 40% destes pacientes podem n&o apresentar positividade
para anti-actina-F. Adicionalmente, outras doencas como a cirrose biliar primaria,
doenca hepatica alcodlica e doengas do tecido conectivo (KATONA et al., 2002)
podem apresentar esta especificidade de AML, incluindo as hepatites virais, em
cerca de 25% dos pacientes (BOGDANOS et al., 2008; CZAJA, 2008).

Portanto, embora os anticorpos antimusculo liso tenham uma maior relevancia
no diagndéstico de hepatite autoimune do tipo |, a sua presenga tem sido associada
com varios outros estados patologicos, incluindo doencgas infecciosas, autoimunes e
neoplasicas. E como os AML, com reatividade para actina-F, demonstraram ser mais
especificamente relacionados com a hepatite autoimune (MAKARITSIS et al., 2009;
SOARES et al., 2009), é que a presencga ou auséncia deste anticorpo especifico
auxilia o médico na desfecho do diagnoéstico da doenga. No entanto, muitos
laboratorios relatam a presenca do AML, mas nao fornecem a informacgao sobre a
sua reatividade (SILVESTRINI, BENSON, 2001).

Na medida em que a identificagcdo dos padrées de fluorescéncia dos AML,
associado com a informacao sobre suas especificidades estejam sendo realizadas,
sera possivel um diagnéstico diferencial entre hepatites virais e hepatites
autoimunes, tornando o teste mais preciso e utilizado como uma ferramenta
importante para se determinar, diagnosticar e tratar corretamente a doenga em si
(CASSANI et al., 1997).

E importante ressaltar, que a infeccdo pelo virus da hepatite C requer uma
diferenciacdo precisa da hepatite autoimune em vista da terapéutica que sera
empregada (STRASSBURG et al., 2003). Para a maioria dos pacientes com hepatite
autoimune, o tratamento de escolha sao os glicocorticéides. Tal tratamento ndo é
recomendado para pacientes com hepatite C cronica, pois este geralmente aumenta
0s niveis de viremia, provavelmente por favorecer o aumento da replicagéo viral.
Contrariamente, a terapia com interferon-a ndo € geralmente recomendada para
pacientes com hepatite autoimune, porque a estimulacdo imune produzida por tal

tratamento leva a exacerbagdo da atividade da doenca. Portanto, uma cuidadosa
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distingdo precisa ser feita entre essas duas doencgas, visto que, muito
frequentemente, pode ocorrer sobreposicao dos achados clinicos, soroldgicos e
histologicos entre as duas hepatites (CLIFFORD et al., 1995, MCMURRAY;
ELBOURNE, 1997; GEHRING et al., 2006; PAN e CRIPPIN, 2010) .
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2. RELEVANCIA

A relevancia deste estudo consiste na identificagdo e caracterizacao
imunoquimica dos autoanticorpos antimusculo liso na hepatite viral C cronica,
possibilitando referéncias laboratoriais que permitam a diferenciagao entre a hepatite
C crbnica e a hepatite autoimune. Além disso, a presenca de determinado tipo de
marcador extra-hepatico de autoimunidade, na hepatite C, pode estar associado a
manifestagdes clinicas, podendo ser considerado como fator de risco ou de melhor

prognostico na resposta ao tratamento.

Adicionalmente, com a introdu¢cdo de novos testes de imunodiagnéstico
usando antigenos altamente purificados, que nao tém sido amplamente avaliados no
Brasil, onde ha alto grau de miscigenagdo populacional, ndo existem dados
documentados na literatura sobre o perfil destes autoanticorpos em portadores de
doencas hepaticas, especialmente na hepatite C, fazendo-se necessario a
realizacdo desta avaliagdo, trazendo novos dados e informacdes para a clinica

especializada.

2.1. HIPOTESE:

Hi= A especificidade do anticorpo antimusculo liso, nos portadores de

Hepatite C crbénica é diferente do que é relatado na Hepatite Autoimune.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar imunoquimicamente os anticorpos antimusculo liso e avaliar a

sua importancia na imunologia da infecgéo crénica pelo virus da hepatite C.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a prevaléncia de anticorpos antimusculo liso e sua distribuicdo

conforme o género na populacao estudada.

2. Caracterizar a reatividade sorologica dos anticorpos antimusculo liso usando

como referéncia os padrdes de fluorescéncia previamente determinados.

3. Estabelecer as associagbes entre a reatividade sorolégica dos anticorpos
antimusculo liso com os dados clinicos e laboratoriais dos portadores de

hepatite C.

4. Caracterizar imunoquimicamente os anticorpos frente a antigenos purificados.
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4. PACIENTES E METODOS

41. PACIENTES

Neste estudo foram incluidos 100 individuos previamente diagnosticados de
acordo com a clinica, a histopatologia e a sorologia, pertinentes aos portadores de
hepatite viral C crénica, de ambos os sexos e sem tratamento antiviral prévio. Esse
diagnéstico consistiu na avaliagao clinica, bioquimica, sorologica (ELISA de 32 geracéo
para deteccdo de anticorpos anti-VHC), de biologia molecular (deteccédo do RNA viral
pelo método de PCR e genotipagem), e de histopatologia de biopsia hepatica pela
classificacdo METAVIR. Como critérios de exclusdo tinha-se que: os pacientes néo
podiam apresentar infec¢des concomitantes pelos virus da hepatite B, HTLV e HIV,
além do que, ndo podiam apresentar doengas cronicas autoimunes, hematologicas ou
neoplasicas. Todos os pacientes incluidos foram procedentes do Ambulatério de
Doencgas Hepaticas do Complexo Hospitalar Hospital Universitario Professor Edgar

Santos — C-HUPES, sob a coordenagéo do Prof. Dr. Raymundo Parana.

Todos os participantes foram previamente informados sobre o estudo, e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme previsto na
Res. CNS 196/96, e aprovacéao pelo Comité de Bioética da FIOCRUZ-BA.

4.2 METODOS

4.2.1. Obtencao das amostras

Estas foram obtidas através da coleta de 10mL de sangue, a vacuo, sendo

realizada no ambulatério referido acima. ApOs coagulagdo e separagao do soro,
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aliquotas eram separadas, das quais, uma seguia para processamento imediato,
enquanto as demais eram armazenadas em refrigeracdo a -20C° até a sua

utilizacéo.

4.2.2. Obtengao dos dados de genétipo e histopatologia

Os dados da genotipagem e estadiamento da atividade necroinflamatéria e de
fibrose, nos pacientes de HCC, foram coletados através de analises dos prontuarios
médicos, obtidos no ambulatorio referido acima. A classificagao histopatologica foi
realizada de acordo com o sistema METAVIR (BEDOSSA et al., 1996).

4.2.3. Determinagdo da atividade da enzima Alanina Aminotransferase
(ALT)

A medicao foi realizada através da metodologia Cinética-UV, método este de
referéncia proposto pela International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (IFCC), utilizando conjunto comercial (Labtest Diagndstica S.A,
Brasil), sendo que as leituras das absorbancias foram realizadas utilizando-se o
espectrofotometro Labmax 240 (Labtest Diagnéstica S.A, Brasil). Foram usados os
seguintes valores de referéncia: 31 U/L e 41 U/L para os géneros feminino e

masculino, respectivamente.

4.2.4. Pesquisa de Crioglobulinas (CRIOG)

Foi realizada através de dois métodos, a crioprecipitagdo em tubo de

Wintrobe e em gel de difusdo. A coleta do sangue para esta pesquisa foi
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diferenciada, sendo utilizado tubo sem anticoagulante e pré-aquecido a 37°C. Apos
coleta, o sangue foi mantido a 37°C para completa coagulagédo e retracédo do
coagulo, seguido de centrifugacdo para obtencdo do soro, e aliquotas eram,
imediatamente, colocadas em tubo de Wintrobe e na placa para gel-difusdo. No
primeiro método, a formagao ou n&o do crioprecipitado era observada até sete dias
de incubacao a 4°C. Caso houvesse a formagdo do mesmo, o tubo era incubado em
banho-maria a 37°C por 1h, para reversdo do crioprecipitado e confirmacéo do
resultado. J&4 o segundo método foi utilizado para a pesquisa das crioglobulinas
seguida da identificacao dos isotipos de imunoglobulinas, conforme preconizado por
Okazaki et al. (1998).

4.2.5. Pesquisa de Fator Reumatéide (FR)

A determinacdo quantitativa do fator reumatoide foi realizada nos soros,
através do método de microaglutinagdo automatizada, usando-se o nefelémetro
IMMAGE® (Beckman Coulter, USA), sendo o valor de referéncia usado de 20 Ul/mL.

4.2.6. Dosagem de Haptoglobina (HAP)

A determinacdo quantitativa desta proteina de fase aguda também foi
realizada nos soros, através do método de nefelometria automatizada, usando-se o
nefeldmetro IMMAGE® (Beckman Coulter, USA), sendo o valor de referéncia usado
de 30 — 200 mg/dL.
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4.2.7. Dosagem de Imunoglobulina G total sérica (IgG)

A determinagéo quantitativa, nos soros, foi também realizada através do
método de nefelometria automatizada, usando-se o nefeléometro IMMAGE® (Beckman

Coulter, USA), sendo o valor de referéncia para adulto de 600 — 1.500 mg/dL.

4.2.8. Determinacao de Anticorpos Antintucleo (ANA)

Foi realizada através do método de imunofluorescéncia indireta (IFl) usando
conjunto comercial (Viro-lmmun, Labor-Diagnostika GmbH, Alemanha), tendo como
substrato antigénico células HEp-2 e a diluicdo inicial de triagem dos soros dos
pacientes foi de 1/40 em solugao salina tamponada (PBS, pH 7,4). O conjugado de
anticorpos anti-lgG humana marcados com isotiocianato de fluoresceina é
previamente diluido e pronto para uso. A leitura das laminas foi realizada em
microscopio para imunofluorescéncia (Opton), usando objetiva de 40x. As amostras
positivas tiveram o padrdao de reatividade determinado conforme preconizado
(homogéneo, pontilhado grosso/fino, nucleolar ou centromérico), e a titulagdo dos
anticorpos, em Ul/mL, era obtida por método imunoenzimatico (ELISA), usando
conjunto comercial (The Binding Site, Birmingham, UK), tendo como valor de

referéncia positivo titulos > 10 Ul/mL.

4.2.9. Determinagao e Caracterizagao de anticorpos antimusculo liso (AML)

Foi realizada através do método de IFIl, usando conjunto comercial IFA Anti-
LKM IgG (Viro-Immun Labor Diagnostika GmbH, Alemanha), tendo como substrato
antigénico cortes teciduais de estdbmago, rim e figado de rato. A triagem das

amostras iniciou-se com a diluicdo dos soros a 1/20 em PBS (pH 7,4). Amostras
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positivas foram tituladas até o ponto final onde era encontrada positividade. A
presenca dos autoanticorpos especificos foi determinada pela formacdo de um
complexo imune entre o autoanticorpo (presente ou ndo no soro) e o conjugado anti-
IgG humana ligado ao isotiocianato de fluoresceina. A visualizagdo deste complexo,
com a formagéo da coloragdo verde maca nas reagbes positivas, foi realizada no
microscopio de fluorescéncia (Opton), usando as objetivas de 20x e 40x. Foi

considerada a diluicdo de 1/40 como valor de referéncia para positividade.

4.2.10. Caracterizagao imunoquimica dos anticorpos antimusculo liso

Foi realizada através do método de imunoblot, usando conjunto comercial
disponivel Liver-7-Line (ORGENTEC Diagnostika GmbH, Alemanha), no qual
antigenos alvos altamente purificados estdo fixados em membrana, para a deteccao
qualitativa e semiquantitativa dos seguintes autoanticorpos: AMA-M2 (antiantigeno
mitocondrial do subtipo M2), anti-SLA/LP (antiantigeno soluvel de figado/antigeno de
figado-pancreas), anti-LKM 1 (antiantigeno microssomal de figado-rim tipo 1), anti-
LC1(antiantigeno citosélico do figado do tipo 1), anti- actina-F, antidesmina e

antimiosina.

A diluicdo utilizada foi de 1/101 e foram selecionadas as amostras
previamente positivas por IFIl, para anticorpo antimusculo liso, com titulo igual ou
superior a 1/40, assim como algumas amostras com titulos até 1/20, amostras
negativas, amostras com outras doengas autoimunes e amostras de individuos
sadios, para posterior comparac¢ao. Posteriormente, seguiu-se com a adigdao do
conjugado composto de IgG de coelho anti-lgG humana marcado com fosfatase
alcalina e revelagdo da reacdo com a solu¢cdo do substrato pronta para uso de
BCIP/NBT (fosfato de 5-bromo-4-cloro-indolil/ nitroblue tetrazolio). Uma reacgéo
positiva consiste no aparecimento de bandas de cor purpura, na membrana de
nitrocelulose, nas regides equivalentes aos antigenos alvo especificos, cuja

intensidade seja superior a banda do cut-off.
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A obtencdo dos resultados foi feita mediante a identificagdo das bandas e
analise das suas intensidades, através do escaneamento das fitas do imunoblot
utilizando para isso um programa especifico para analises dos testes, proprio do
conjunto comercial (iVISION® Scanware, ORGENTEC; Diagnostika GmbH), sendo
essas analises computador-assistidas. Através desse escaneamento, o proprio
programa calcula um valor de index para medir a intensidade de cor da reacao,
frente aos antigenos da fita, calculando uma raz&o entre a intensidade de cor da
banda das amostras e a banda do cut-off de cada fita individualmente. Este valor do
index obtido é que foi analisado para medir positividade ou negatividade das

amostras perante os autoanticorpos.

4.2.11. Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa Prism versao
5.0 (GraphPad Software Inc., USA). As variaveis analisadas nos grupos estudados
foram expressas em média + desvio padrdo (SD) ou mediana com intervalo
interquartil (IQR), a depender do tipo de distribuicdo obtida com as amostras. As
associagdes entre grupos categoricos foram avaliadas por tabelas de contingéncia
(teste exato de Fisher ou de Chi-Quadrado). O nivel de significancia estatistica foi
estabelecido no valor de P<0,05, com intervalo de confiangca de 95% para cada
variavel analisada. Para analise dos resultados obtidos no imunoblot, usou-se uma
padronizacao com novo calculo de cut-off, baseado em 12 amostras de controles
sadios e IC 95%, utilizando o método de Frey (FREY et al., 1998)
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERIZACAO DA POPULAGAO

Este estudo avaliou 100 portadores de hepatite C crénica, sendo 55 homens e
45 mulheres, com média de idade de 47+12 anos (variagado 13 - 73 anos). A partir
dos dados obtidos de genotipagem, inferiu-se que 67% dos pacientes apresentavam
infecgdo com virus do gendtipo tipo 1; 8% apresentavam o tipo 2, e 25% portadores
do tipo 3. Ja em relagcdo ao estadiamento da hepatite cronica, de acordo com a
classificacdo METAVIR (atividade/fibrose), teve-se que 66% destes pacientes
apresentavam desde auséncia de fibrose (F0) a graus considerados leves (F1 e F2),
sendo 33 homens e 33 mulheres. Quanto a fibrose de grau avancado (F3 e F4), 34%

dos pacientes apresentavam esta classificagao, sendo 22 homens e 12 mulheres.

A atividade necroinflamatéria (A), ainda de acordo com a classificacdo
METAVIR, foi analisada em 96 pacientes, sendo 34 classificados como AO, 32 como

A1, 27 A2 e trés com A3. Os dados acima estdo discriminados na Tabela 1.

A caracterizagao laboratorial dos pacientes, quanto aos parametros séricos
de ALT, haptoglobina e IgG, estdo apresentados nas Figuras 1, 2 e 3,
respectivamente. Neste grupo de pacientes, 60% apresentavam niveis elevados de
ALT, em relagdo aos respectivos valores de referéncia, sendo estes 35 homens e
25 mulheres. Na avaliagdo quantitativa da haptoglobina, verificou-se que 26%
destes pacientes apresentaram valores diminuidos da haptoglobina sérica,
considerando o valor minimo de referéncia dessa proteina, e 11% tinham valores
abaixo do nivel de deteccao do método (<5,83 mg/dL). Em relacdo aos niveis
séricos de IgG, tivemos duas amostras do grupo de mulheres que foram
insuficientes para a dosagem. No entanto, os niveis séricos desta imunoglobulina
estiveram aumentados em relagdo ao valor de referéncia, em 68% dos individuos,
sendo, respectivamente, 36 homens e 32 mulheres. Em contrapartida, apenas trés
pacientes apresentaram niveis abaixo do valor de referéncia (<600 mg/dL), sendo

estes dois do género masculino e um feminino.
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Anticorpos antinucleares estavam presentes em 12% dos portadores de HCC.
A presenca de fator reumatdide ocorreu em 57% desses individuos, enquanto a
crioglobulinemia foi detectada em 44% deles. A Figura 4 mostra a distribuicdo desses

marcadores laboratoriais de autoimunidade, conforme o género.

Tabela 1 — Caracteristicas demograficas e da infec¢ao dos 100 individuos portadores
de hepatite C cronica.

Caracteristicas N (%)
Género
Homens 55/100 (55%)
Mulheres 45/100 (45%)
Idade (anos), média * dp 47 £12
Homens 47 £ 1
Mulheres 48 + 12

Genotipagem

Genétipo 1 67/100 (67%)
Genétipo 2 8/100 (8%)
Genétipo 3 25/100 (25%)
Histopatologia (METAVIR)
FO - F2 66%
FO 8/100 (8%)
F1 23/100 (23%)
F2 35/100 (35%)
F3 - F4 34%
F3 19/100 (19%)
F4 15/100 (15%)
A0 34/96 (35%)
A1 32/96 (33%)
A2 27/96 (28%)
A3 3/96 (3%)
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Figura 1 - Niveis séricos de ALT em 100 portadores de HCC, distribuidos conforme o
género. Valores de referéncia: 41 U/L para Homens e 31 U/L para Mulheres. As

barras representam a mediana e IQR. P > 0,05, Teste de Mann-Whitney.
Fonte: llustracdo da autora.
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Figura 2- Niveis séricos de Haptoglobina em 100 portadores de HCC, distribuidos conforme
0 género. As linhas verdes representam os valores de referéncia minimo e
maximo. As barras pretas representam a mediana e IQR. P > 0,05, Teste de
Mann-Whitney.

Fonte: llustragdo da autora.
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Figura 3 - Niveis séricos de Imunoglobulina G (IgG) em 100 portadores de HCC,
distribuidos conforme o género. As linhas verdes representam os valores de
referéncia minimo e maximo (600 — 1.500 mg/dL). As barras pretas representam a
mediana e IQR. P > 0,05, Teste de Mann-Whitney.

Fonte: llustracdo da autora.
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Figura 4 - Marcadores laboratoriais de autoimunidade em 100 portadores de HCC,
distribuidos conforme o género.
Fonte: llustragdo da autora.
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5.2. PESQUISA DE AUTOANTICORPOS ANTIMUSCULO LISO

A deteccao e identificacdo dos padrées de anticorpos antimusculo liso foram
baseadas conforme preconizado por Bottazzo et al. (1976), sendo realizadas

cegamente por dois observadores independentes.

O método de IFI realizado partindo-se de uma diluicao inicial de triagem de

1/20 revelou positividade em 61% dos pacientes, sendo 27 mulheres e 34 homens.

Dentre os padrdes de fluorescéncia relatados na literatura, foram detectados
os seguintes padrbées: AML-v, AML-m, AML-f e AML-g, sendo que o padrdo AML-v
foi o mais prevalente (84%), estando presente em 51/61 dos pacientes positivos
para o AML, sendo 30 homens e 21 mulheres. O padrdo AML-m foi o segundo mais
observado (74%) ocorrendo em 45/61 pacientes, sendo estes 27 homens e 18
mulheres. O padrdo AML-g ocorreu em 57%, correspondendo a 35/61 pacientes,
sendo estes 17 homens e 18 mulheres, e o padrao AML-f, o menos prevalente,
ocorreu em 8%, ocorrendo em 5/61 pacientes, sendo estes quatro homens e apenas

uma mulher. A tabela 2 apresenta estes dados sumarizados.

Tabela 2 — Caracterizagao dos padrées de fluorescéncia dos AML na triagem a 1/20.

Padréo de fluorescéncia Positivos 1/20 Género H/M
Vaso (AML-v) 51/61 (84%) 30/21
Muscular da mucosa 45/61 (74%) 27/18
(AML-m)
Glomerular (AML-g) 35/61 (57%) 17/18
Fibras interglandulares 5/61 (8%) 41
(AML-f)

Seguida a etapa inicial de triagem, as amostras positivas eram tituladas até
obter-se a diluicao final onde se observasse positividade. Dos 61 pacientes, a priori,
positivos a 1/20, 21 foram positivos com titulos maiores ou iguais a 1/40, perfazendo

um total de 21%. Destes 21 pacientes, 11 foram homens e dez foram mulheres.

Considerando os padrées de fluorescéncia observados, o padrdo AML-v

continuou sendo o mais prevalente com 81% (17/21) dos pacientes, sendo nove
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homens e oito mulheres. Em seguida, teve-se o padrdao AML-m perfazendo 76%
(16/21), correspondendo a oito homens e oito mulheres. O padrdo AML-g ocorreu
em 24% (5/21), sendo trés homens e duas mulheres. Quanto a presenca de AML-,
este padrao foi observado em dois pacientes, perfazendo 9,5% do total. Dados

acima sao referidos na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracterizagao dos padrées de fluorescéncia dos AML na diluigdo de 1/40.

Padrao de fluorescéncia Positivos a 1/40 Género H/M
Vaso (AML-v) 17/21 (81%) 9/8
Muscular da mucosa 16/21 (76%) 8/8
(AML-m)
Glomerular (AML-g) 5/21 (24%) 3/2
Fibras interglandulares 2/21 (9,5%) 1M
(AML-f)

Os padrées dos anticorpos antimusculo liso, comumente, vém associados uns
aos outros. Neste grupo de pacientes, na diluicdo de 1/20, a associagdo entre os
padrées AML-v, AML-m e AML-g foi a mais prevalente, com 39% (24/61). A segunda
associagdo mais prevalente foi entre os padrbes de vaso e o da muscular da

mucosa, com 31% (19/61).

Considerando a diluicao de 1/40, verificou-se que a associagdo entre o0s
padrées AML-v e AML-m foi a mais detectada, com 71% (15/21), enquanto que
apenas um paciente apresentou a associagdo dos trés padrdes referidos acima.
Estes dados sdo mostrados na tabela 4.

Tabela 4 — Associacao dos padrdes de fluorescéncia dos AML.

Associagao Prevaléncia a 1/20 Prevaléncia a 1/40
% (n) % (n)
AML-v + AML-m 31 (19/61) 71 (15/21)
AML-v + AML-m + AML-g 39 (24/61) 5(1/21)

Apenas quatro amostras reagiram positivamente até as diluicbes de 1/80,
1/160, 1/320 e 1/640, apresentando os seguintes padrdes, respectivamente: AML-v
apenas; padrées AML-v+AML-m+AML-g, sendo esta a unica amostra com padréo

glomerular observado até este titulo; AML-v+AML-m; e essa ultima, a unica amostra
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com padrao exclusivamente de fibras interglandulares. Ja o padrao tubular, citado na

literatura, nao foi observado neste grupo de pacientes.

5.3. DETERMINAGAO DO PERFIL IMUNOQUIMICO DOS ANTICORPOS
ANTIMUSCULO LISO

A caracterizagdo imunoquimica dos AML foi feita através do método de
imunoblot, seguindo as referéncias do protocolo. Para validar cada ensaio, &
necessario que, apos a execugao do teste, aparecam bandas especificas no inicio
da fita, que representam o controle da amostra (SC), do conjugado (EC) e do cut-off
(CO), e que estas trés bandas aparecam em conjunto. A terceira banda ou cut-off
auxilia na verificagdo e identificagdo das amostras positivas ou negativas, baseado
na intensidade da cor. A Figura 5 mostra alguns resultados obtidos no imunoblot,

inclusive com a inclusdo de amostras de outras doengas hepaticas como ilustracao.

e e e =
SHCINRIE 88818 88 2|5F 8(8|B

| sizlizlz) LSl
slzllgig |2 8laldzlzlals 2l8le
gIEIISI2 188|288 8818 glE| &
RIR|IS|S [[RISIR[RIS|RIIRI|SI B8R

l ‘

818 |88 |88 888|838 8| 8

~

E
EC
EC
C
EC
c
EC
EC
©
EC
EC
E
EC
EC

]
0
<o
co
co
<
<o
co
<
co
(=]
<o
o
<0

AMA M2 i
SLA/LP ’
LKM1
LC1
Actina F

Desmina

Miosina

123 456 7 8 91011 12131415

Figura 5 - Imunoblot (Liver-7-Line, Orgentec, Diagnostika GmbH) de individuos sadios (1 -
4) e portadores das seguintes patologias: cirrose biliar primaria (5), hepatite
autoimune (6 - 8), HCV AML-negativos (9 - 12), HCV AML+ 1/80 (13) HCV AML+
1/160 (14) e HCV AML+ 1/320 (15).

Fonte: llustragéo da autora.
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Os resultados foram inicialmente analisados por inspecao visual e finalmente
pelo uso do programa iVision®(Orgentec, Diagnostika GmbH), que permite
resultados semi-quantitativos. Com o escaneamento das fitas, o programa calcula
um index baseado na intensidade de cor dos cut-offs de cada fita, sendo este
ajustado ao valor de 1,0. O programa considera como positivas, as amostras que
tenham valor de index igual ou superior a 1,2, amostras negativas com index abaixo

ou igual a 0,7, e classifica como indeterminado valores de index entre 0,8 e 1,1.

Devido a elevada sensibilidade do método, evidenciada com a grande
reatividade em amostras de individuos sadios de nossa populagéo (Fig. 6), frente os
autoanticorpos, foi feito um novo calculo de cut-off, através do método estatistico de
Frey et al. (1998). Ultilizou-se um grupo controle sadio, composto de 12 individuos,
para que assim, com 95% de confianga, estes novos valores de cut-offs melhor
discriminassem a populacdo em estudo. Estes calculos foram feitos para os seguintes
antigenos: SLA/LP= 1,1; LC1=0,9; Actina-F= 2,6; Desmina= 0,9 e Miosina= 0,3.
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Figura 6 - Reatividade de 12 amostras de soros de individuos sadios doadores de banco de
sangue frente a antigenos do figado altamente purificados através da metodologia
de imunoblot (Liver-7-Line, Orgentec, DiagnostikaGmbH).

Fonte: llustragdo da autora.

Foram avaliadas 47 amostras de portadores de HCC no imunoblot: 21 eram

positivas para AML com titulo igual ou superior a 1/40 e 26 eram negativas para
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esse mesmo autoanticorpo (<1/40). Dentre as amostras positivas para AML, 52%
apresentaram reatividade para o anticorpo anti-LC1 (11/21 pacientes). A reatividade
para actina-F foi a segunda mais prevalente com 29% das amostras (6/21
pacientes). Os anticorpos antimiosina e anti-SLA/LP apresentaram ambos com 14%
(3/21 pacientes para cada tipo de anticorpo) e antidesmina estiveram presentes em
9,5% das amostras (2/21 pacientes). Nao foi detectado reatividade para os
anticorpos anti-LKM1 e AMA-M2 em nenhuma das amostras desse grupo de

pacientes. Estes dados estdo sumarizados na Figura 7.
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Figura 7 - Especificidade determinada por imunoblot (Liver-7-Line, Orgentec, Diagnostika
GmbH) de autoanticorpos para antigenos purificados do figado em 21 amostras
de soro de portadores do HCC com presenga de AML com titulo igual ou superior
a 1/40, avaliados por imunofluorescéncia em cortes de tecido de
estdmago/rim/figado de rato.

Fonte: llustragdo da autora.

Entre os portadores de HCC com AML negativo, 15% apresentaram
positividade para o anticorpo anti-LC1 (4/26 pacientes). Os anticorpos anti-SLA/LP e
antimiosina foram detectados em 8% das amostras (2/26 pacientes cada).
Anticorpos anti-actina F, antidesmina, anti-LKM e AMA-M2 n&o foram encontrados

neste grupo de portadores de HVC. Estes dados s&o mostrados na Figura 8.
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Figura 8 — Especificidade determinada por imunoblot (Liver-7-Line, Orgentec, Diagnostika
GmbH) de autoanticorpos para antigenos purificados do figado em 26 amostras
de soro de portadores de HCC com auséncia de AML, avaliados por
imunofluorescéncia em cortes de tecido de estdbmago/rim/figado de rato.

Fonte: llustragdo da autora.

Ao analisar a presenga dos AML frente aos antigenos actina-F, desmina e
miosina, obteve-se associagéo, estatisticamente significante, somente em relagéo ao
antigeno de actina-F (P = 0,005, teste exato de Fisher, Fig. 9). J& para os demais

antigenos, nao houve associagao significante.

Os parametros de genotipo, estagio de fibrose, atividade necroinflamatéria e
laboratoriais (bioquimicos e marcadores de autoimunidade) dos pacientes foram
analisados estatisticamente, em relacdo a presenga dos anticorpos antimusculo liso,

mas nao foram encontrados dados significativos.
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Figura 9 - Associagéo entre a presenga de AML e anticorpos anti-actina F detectados por
imunoblot (teste exato de Fisher).
Fonte: llustragdo da autora.
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6. DISCUSSAO

Este estudo investigou a prevaléncia dos anticorpos antimusculo liso e suas
caracteristicas, quanto ao padrao de fluorescéncia e em relagéo a sua reatividade
frente a antigenos purificados, além de ter associado estes achados com os dados

clinicos e laboratoriais, em um grupo de portadores de HCC, na Bahia.

O anticorpo antimusculo liso, apesar de ter sido descrito em 1965, ainda
exibe dificuldade na sua identificagdo, muito por falta de padronizacdo do método
de imunofluorescéncia indireta, devido a falta de soros de referéncia, além da

dependéncia de observador experiente na interpretacao dos resultados.

Isso também ocorre visto que a detecgédo destes autoanticorpos ainda n&o é
muito frequente, e geralmente, faltam dados clinicos suficientes, que auxiliem o
diagndstico por parte do laboratério (GRANITO et al., 2006; SOARES et al., 2009).

Embora a deteccdo de anticorpos antimusculo liso seja frequentemente
associada ao diagnostico laboratorial de hepatite autoimune, tem-se observado

positividade em outras patologias, como na hepatite C.

Neste trabalho, a aparente auséncia de associacao significante entre os AML
com os estadiamentos da histopatologia (atividade necroinflamatéria/fibrose) e com os
marcadores laboratoriais bioquimicos (dosagens de ALT, HAP e 1IgG) e de
autoimunidade (crioglobulinas, FR e FAN), permite concluir que este autoanticorpo néo
estd associado a lesdo tecidual, sendo, portanto, decorrente da ativagdo policlonal
induzida pelo VHC. No entanto, esses marcadores s&o incluidos no protocolo de
avaliacdo dos portadores de HCC, para seguimento da evolucdo da doenca e

tratamento dos pacientes.

Quanto aos padrdes de fluorescéncia encontrados para os AML, os padrdes
de AML-v e AML-m foram os mais detectados, estando de acordo com outros
trabalhos envolvendo portadores do VHC (GRANITO et al., 2006).

Foi percebido que ao fazer a dilui¢cdo inicial de triagem de 1/20, a detecg¢ao do
padrao AML-g, foi bastante prevalente quando comparada com a diluigdo de 1/40. O
que permite inferir que ao utilizar uma diluicdo mais baixa, o nivel de especificidade

cai, consideravelmente, visto que em portadores de HCC, este € um padrao
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dificilmente observado; o contrario do que é visto em portadores de hepatite
autoimune (MAKARITSIS et al., 2009).

Dessa forma, usando-se a diluicdo de 1/20 aumenta-se a sensibilidade em
detrimento da especificidade, o que justifica que 1/40 seja o titulo referencial usado
tanto na clinica, quanto na pesquisa; porém, alguns trabalhos também utilizam essa
diluicdo mais baixa, como triagem (CLIFFORD et al., 1995; GREGORIO et al., 2003).

A execugao do método de imunoblot permitiu detectar a presenga de diferentes
autoanticorpos para proteinas que sdo antigenos alvos descritos mais
especificamente na hepatite autoimune, mas também nas hepatites virais, como no
caso da hepatite C. No entanto, apenas trés delas sdo bem documentadas como

relacionadas ao musculo liso: a actina-F, a desmina e a miosina.

Neste trabalho, os portadores de HCC com AML positivo apresentaram
reatividade para esses trés distintos antigenos alvos, em diferentes proporgdes (29%
para actina-F, 14% para miosina e 9,5% para desmina), enquanto que pacientes
com auséncia para esses autoanticorpos s6 apresentaram reatividade fraca para
miosina e de forma menos prevalente (8%). Além disso, € interessante ressaltar que
nem todos os pacientes com AML positivo apresentaram reatividade para esses trés

antigenos presentes no imunoblot.

A parcela de individuos com AML positivo e que nao apresentaram
especificidade para pelo menos um desses trés antigenos, presentes no imunoblot,
possivelmente reage a outros, como os filamentos intermediarios do citoesqueleto
celular, da musculatura lisa, vimentina e esmotelina, sendo esta ultima, uma proteina
exclusivamente expressa em células da musculatura contratil lisa, que é
considerada, por alguns autores, como um marcador mais especifico para os AML
(GREGORIO et al., 2003).

A esmotelina foi descoberta pelo grupo de Guillaume et al. (1997) e a sua
expressao esta intimamente ligada a musculatura lisa das paredes dos vasos
sanguineos, padréo de fluorescéncia este que foi o mais observado na IFl, em 81%

das amostras positivas para AML.

Essa proteina foi identificada e caracterizada como um novo marcador para
células da musculatura lisa, com grande afinidade para actina, demonstrando

assim, também o seu papel como proteina contractil (GUILLAUME et al., 1997).
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Provavelmente, se tivéssemos disponivel no conjunto comercial a presenca da
esmotelina, teriamos encontrado uma presenca relevante de AML reativos para

essa proteina.

Diferentemente do que é visto na literatura, a ocorréncia de reatividade para
actina-F foi maior do que observado para os demais antigenos (desmina e miosina),
embora ndo tenha sido uma prevaléncia alta. Corrobora com o fato de que as
amostras desse estudo apresentaram baixa ocorréncia do padrao glomerular na IFl,
e nenhum tubular; padrdes estes fortemente associados com reatividade para essa
proteina (SOARES et al., 2009).

Geralmente, os AML de portadores de HCC s&o mais direcionados para os
filamentos intermediarios do que microfilamentos, como a actina-F; no entanto, estes
autoanticorpos, com essa reatividade, podem ser encontrados em baixos titulos,
nesse grupo de pacientes, assim como em individuos sadios, ou em pacientes com
diferentes tipos de infecgdes, neoplasias ou doengas autoimunes sistémicas
(ANDRADE et al., 2011). Dessa forma, o fato de termos encontrado positividade

para actina-F esta de acordo com outros trabalhos.

Outro dado que deve ser avaliado é o fato de dois pacientes com HCC AML
positivo, para a presenca de fibras interglandulares, terem respondido para actina-F.
Isto demonstra que muito possivelmente, essa rede de fibras seja rica em

microfilamentos de actina-F.

Apesar de ndo termos encontrado amostras negativas para AML com
reatividade para actina-F, outros trabalhos mostraram essa ocorréncia. Granito et al.
(2006) relataram positividade para actina-F, em pacientes com HCC e AML negativos,
e Toh et al. (2009) também detectaram, porém em pacientes sem HCC. Além destes,
Muratori et al. (2003), mostraram a ocorréncia de reatividade para os antigenos
miosina, esmotelina e vimentina em 47% dos pacientes que também né&o
apresentavam AML positivo, assim como aqui onde foi verificada positividade para

miosina (8%) nos pacientes com HCC e AML negativo.

Embora tenha havido uma associacao estatisticamente significativa entre a
presenca de AML e a actina-F, corroborando nossos achados cuja maior reatividade
encontrada no imunoblot foi para este antigeno (29% das amostras); os padrées de

fluorescéncia mais encontrados em nosso estudo (vaso e mucosa) nao sao
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especificos para essa proteina. Dessa forma, ndo se pode inferir que os AML
reativos para esta proteina estejam relacionados aos padrdes glomerulares e,
principalmente, tubulares, pelo menos em nossa populagédo, dificultando a

caracterizacao de hepatite autoimune e hepatite C.

O padrao AML-v, como ja descrito, esta associado a varias desordens virais,
a exemplo da hepatite C e tem sido relacionado a anticorpos que reconhecem outras
estruturas do citoesqueleto, que ndo sejam os microfilamentos contendo actina.
Geralmente, este padrao reconhece filamentos intermediarios de 10nm, como é o
caso da desmina (CASSANI et al.,1997; TOH et al., 2009).

A associacao realizada aqui entre a presenca do AML e esta proteina nao
forneceu resultados significativos. Em relacdo a miosina, também n&o houve
associagdo. No entanto, visto que esta ultima &€ um microfilamento, ela ndo é
considerada especifica para o padrao AML-v, o qual foi encontrado em maior
propor¢cdo no nosso estudo. No entanto, em relagcdo a desmina, a explicacao
provavel, reside no fato do nosso tamanho amostral, e nas caracteristicas inerentes
da nossa populagcédo. Possivelmente, com um numero maior de pacientes, essa
associagdo se tornasse estatisticamente significante, corroborando com a grande
parte dos relatos cientificos sobre a reatividade dos AML frente a esse antigeno, na

hepatite C crénica.

Outro autoanticorpo detectado pelo imunoblot foi o anti-SLA/LP, estando

presente tanto em pacientes com AML positivo quanto negativo (11% vs 10%).

Esse anticorpo é encontrado, preferencialmente, em portadores de hepatite
autoimune do tipo 1 (HAI-1), podendo também vir associado com os anticorpos AML e
ANA (ZACHOU et al., 2004). No entanto, a maior parte dos trabalhos nao relata esse
autoanticorpo em populagbes portadoras de hepatite C (MIYAKAWA et al, 2003;
ZACHOU et al.,, 2004), sendo considerado por isso, um marcador diagnostico
especifico para HAI-1. Entretanto, Invernizzi et al. (2007) explicitaram em seu trabalho
a presenca desse anticorpo na hepatite C crénica, porém em baixos titulos, assim
como no trabalho de Muratori et al. (2010). Outro estudo no Reino Unido mostrou a
ocorréncia de anticorpos anti-SLA/LP em HAI-2 e colangite esclerosante primaria;
dessa forma, a exata funcdo e o papel desses autoanticorpos na autoimunidade
ainda sé&o incertos (ZACHOU et al., 2004), mostrando que eles n&o sao totalmente

especificos para a HAI-1. Uma possivel explicagdo € o fato de que na hepatite C
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cronica, toda a estrutura arquitetdnica do figado € modificada, principalmente nos
casos de fibrose, onde a exposicédo de epitopos de antigenos hepaticos se torna
maior, podendo favorecer o aparecimento desses autoanticorpos. Além disso, a
estrutura genética da nossa populagao pode estar influenciando nesta diversificada

expressdo de autoanticorpos na hepatite C, como manifestacao de autoimunidade.

Quanto ao anticorpo anti-LKM-1, este ndo foi detectado em nenhum dos
grupos avaliados, visto que este autoanticorpo tem participagdo significante em
casos de HAI-2 e ndo HAI-1 e também pode estar presente na HCC (CLIFFORD et
al., 1995). Esse dado corrobora com os achados do grupo para a pesquisa deste

autoanticorpo na populacéo baiana (ATTA et al., 2009).

Ja vem sendo demonstrada a influéncia da origem geografica para o
desenvolvimento do anti-LKM-1, mostrando que apenas de 0-7% dos pacientes
com HCC apresentam positividade para esse autoanticorpo (ZACHOU et al., 2004),
0 que sugere que mais uma vez, a estrutura genética de cada populagao determina
a prevaléncia para este autoanticorpo. No entanto, novos estudos tém
demonstrado que, na hepatite C, o anti-LKM-1 pode apresentar diferente
reatividade para epitopos de outros membros da superfamilia da citocromo P450

(CYP), sejam estes tanto epitopos lineares quanto conformacionais.

Provavelmente, o fato de os testes atuais de rotina ndo permitirem a deteccao
de anticorpos especificos, para esses diferentes antigenos, ocasionem a
subnotificagdo da ocorréncia de anti-LKM-1 nos portadores de hepatite viral C
(VIDALI et al., 2007).

Ja o anti-LC1 foi encontrado de forma bastante relevante, nos pacientes com
AML positivo (52%), assim como no grupo com AML negativo (15%),
diferentemente do grupo de controles sadios, onde este autoanticorpo nao foi

detectado.

O anti-LC1 é um marcador sorolégico de hepatite autoimune do tipo 2
considerado mais especifico do que o anti-LKM-1, visto que esse ultimo tem sido
encontrado em pacientes com HVC, principalmente na Europa (STRASSBURG et

al., 2003), o que diminui a sua especificidade.

A maior parte dos trabalhos ndo tem detectado o anti-LC1 em pacientes com

HCC. Geralmente, ele vem associado com anti-LKM-1 ndo sendo, no entanto,
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encontrado quando ha a presengca de AML e ANA, como mostra o trabalho de
Muratori et al (1995), utilizando como métodos de deteccdo, a imunodifusdo e a
contraimunoeletroforese. Esse trabalho mostra também que utilizando o método de
imunoblot, a detecgdo de anti-LC1 é inferior, em relagdo as técnicas acima
empregadas, visto que ocorre uma substancial modificacdo da estrutura
tridimensional desse antigeno citosolico, quando submetido ao tratamento com SDS

nesta técnica linearizando o antigeno.

No nosso estudo, ocorreu o inverso: houve uma consideravel prevaléncia
deste autoanticorpo, provavelmente porque o antigeno altamente purificado ndo é
previamente submetido a eletroforese contendo SDS, e sim, fixado diretamente em
linha na membrana. Desta forma, é possivel que os anticorpos anti-LC1 possam
reconhecer tanto epitopos lineares como conformacionais. Diferente do estudo de
Muratori et al. em 1995, foi o trabalho de Invernizzi et al. (2007) que relatou o

imunoblot como o melhor método para detectar este autoanticorpo.

Apesar da ocorréncia de anticorpos anti-LC1 ser bastante especifica, em
portadores de hepatite autoimune do tipo 2, um trabalho de Lenzi et al. (1995)
demonstrou em uma propor¢ao substancial de adultos, a presenca do anti-LC1 como
marcadores de infecgdo pelo VHC. Outro estudo realizado por Pelli et al. (1998)
também evidenciou a presenca de anti-LC1, em pacientes com hepatite viral C,
porém, este autoanticorpo se direcionando para um outro antigeno alvo, diferente do
que ja é conhecido em casos de HAI-2, utilizando o método de imunodifusdo em gel
de agar. Assim como Lenzi et al. em 1995, outro trabalho realizado pelo grupo de
Muratori et al., 2010, também explicitou a presenga do anti-LC1 em uma larga

proporcao de pacientes com hepatite viral C.

Diante destes achados, estudos serdo especificamente conduzidos para
avaliar se os autoanticorpos anti-LC1, presentes nos portadores de HCC, podem
indicar uma associagdo com o efeito citopatico viral nas células hepaticas e se

podem ser usados como indicador de atividade da doenca.

Ja o anticorpo AMA-M2 nao foi encontrado no nosso grupo, tanto AML
positivo quanto negativo. Alguns trabalhos, no entanto, mostram a presenga deste
autoanticorpo, em baixas propor¢des, neste grupo de pacientes (RAMOS-CASALS
et al., 2005).



51

Logo, pode-se inferir que os anticorpos relatados acima foram encontrados
em nossa populacdo numa prevaléncia bastante consideravel, a qual n&o era
esperada, visto serem estes mais prevalentes em casos de hepatite autoimune do
que na hepatite viral C cronica, como no caso do anti-LC1 e anti-SLA/LP,

ocasionalmente aqui relatado.

Esse fato sugere que a nossa populacdo tem um perfil de manifestacao
autoimune distinto de outros grupos populacionais além do fato de que
possivelmente, o proprio virus induza um padrdo de reacao autoimune diferente do

que é visto em outras doencas autoimunes.

Devido a isso, novos estudos, mais aprofundados, devem ser realizados para
que estes achados possam ser corroborados e divulgados, e que possam fazer

parte do quadro de possiveis marcadores para a hepatite viral C crbnica.
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7. CONCLUSOES

Uma prevaléncia de 21% de anticorpos antimusculo liso foi encontrada nos

portadores HCC, sendo a relacdo homem/mulher de 1,1/1.

A presenga dos AML néo foi associada a qualquer dos dados demograficos,

nem com os dados clinicos e laboratoriais dos portadores de HCC avaliados.

Os anticorpos antimusculo liso ndo estdo associados a lesédo tecidual,

podendo ser decorrentes da ativagéo policlonal induzida pelo VHC.

Os padrbes de fluorescéncia e o titulo das amostras sao informacdes

relevantes na detecgéo dos anticorpos antimusculo liso.

A actina-F foi o principal antigeno reconhecido entre os trés avaliados que sao
associados aos AML, embora a grande maioria dos portadores de HCC com e sem

AML positivos ndo apresentaram anticorpos para nenhum deles.

Anticorpos anti-LC1 podem indicar uma associagao com o efeito citopatico viral

nas células hepaticas, podendo ser usado como um indicador de atividade da doenca.
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ANEXOS

ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA

Ministério da Satde

FIOCRUZ
Fundagao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

PARECER N° 58/2004

Protocolo: 162

Projeto de Pesquisa: Investigagdo de auto-anticorpos em doadores
excluidos em bancos de sangue por hepatite viral C crénica

Pesquisador Responsavel: Dr. Ajax Mercés Atta

Instituicdo ou Departamento: Instituto de Ciéncias da Saude/Universidade
Federal da Bahia

Consideragées:

Ap6s analise ética do projeto e realizagéo dos esclarecimentos solicitados pelo
responsavel, o CEP considera que o projeto atende aos principios éticos de
autonomia, beneficiéncia, nao maleficiéncia, equidade e justica.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz da Fundagao Oswaldo Cruz (CEP-CPgGM/FIOCRUZ), conforme
atribuicdes conferidas pela CONEP/CNS/MS (Carta Doc.32/04/97), com base na
Resolugao 196/96, julga aprovado o projeto supracitado.

Salvador,16 de dezembro de 2004

Comité de Etica em Pesquisa - Rua Waldemar Falcéo, n° 121, Brotas, Salvador, Bahia, CEP 40295-001,
Brasil
Tel: (71) 356-8785 ramal: 239 Fax: (71)356-2155
e-mail: cep@cpaam.fiocruz.br
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Através deste documento, declaro a minha participagéo voluntaria no estudo Investigagio da
ocorréncia de auto-anticorpos em pacientes portadores de hepatite viral C cronica,
coordenado pelo Dr° Ajax Mercés Atta, Professor Titular de Imunologia Clinica e Chefe do
Laboratério de pesquisa em Imunologia (LAPIM) do Departamento de Andlises Clinicas da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal da Bahia, com endereco & rua Barfo de
Jeremoabo, s/n°, bairro de Ondina (tel.. 71 — 3283-6972), que tem como objetivo investigar
evidéncias laboratoriais de que estou ou ndo apresentando auto-imunidade (reagdo imunoldgica
produzida no meu organismo contra diversos componentes do meu préprio corpo) causada pela
infecgéo cronica pelo virus da hepatite C, da qual sou portador (a). Cbm essa finalidade, consinto
que seja retirada uma pequena quantidade do meu sangue, equivalente a 25 mililitros, através de
colheita realizada em uma das veias do meu antebrago, para que seja usada nesta investigacao.
Sei, e também fui informado (a) que esta colheita do meu sangue n&o oferece nenhum risco para
minha salde, assim como ndo podera causar nenhuma reagéo adversa futura ao meu organismo.
Nesta mesma oportunidade, fui esclarecido (a), que seréo realizados exames de laboratério no meu
sangue cujos resultados ser&o apenas conhecidos pela equipe que os realizou-e também pela
equipe médica que me acompanha, coordenada pelo Professor Dr° Raymundo Parana, Chefe do
Servigo de Hepatologia do Hospital Universitario Prof® Edgard Santos da Universidade Federal da
Bahia, aos quais terei acesso se for minha vontade, e serdo mantidos em total sigilo, preservando a
minha identidade e privacidade. Alem disso, fui também informado (a) que a minha recusa em n3o
participar do estudo, n&o causara nenhum prejuizo para minha assisténcia médica e terapéutica,
como também n&o receberei nenhum auxilio financeiro por esta minha atitude de participar da
pesquisa. O Unico beneficio que terei sera a avaliagdo laboratorial, sem nenhum custo, se sou
portador de auto-imunidade causada pela infecgéo pelo virus da hepatite C, a qual podera ou nao
causar novas condutas clinicas e/ou tratamentos pela equipe médica responsavel que me
acompanha. Finalmente declaro que sou sabedor que os resultados obtidos neste estudo (de todos
os pacientes juntos, sem que nenhum seja identificado individualmente) serdo publicados em
congressos e revistas médicas, o que permitira maiores avangos no conhecimento das
manifestagdes clinicas da hepatite C crénica no Brasil, ajudando outros pacientes como eu.

Salvador, / /

Nome: RG:

Assinatura:
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